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Ｉ　 研 究の成果　 (1000字程度)
(図表 も含めて分か りやす く記入 のこ と)
　私は、蛍光プ ローブであるPNAビ ー コンとヌク レアーゼS1を 併用す ることで、高感度
かつ正確なSNPs検出法の開発 に成功 した。
　従来のPNAビ ー コンによるSNPs検出法 は、フルマ ッチ二本鎖 とミスマ ッチ二本鎖 との
安定性 の差を利用す ることで、試料DNA中 の ミスマ ッチ検 出が可能であった。したが って、
PNA／DNA二本鎖の安定性に差がなくなると、正確 な ミスマ ッチ検出は難 しい。そ こで本研
究では、PNAビー コンと天然酵素を併用するこ とで、試料DNA中 の ミスマ ッチ を正確 に検
出す ることを目指 した。
　 具体的な方法を以下に示す。まずPNAビ ーコンと試料DNAを 二本鎖形成 させ、天 然酵
素であるヌクレアーゼS1を加 える。す ると、PNA／DNA二本鎖中に ミスマ ッチが存在 す る
場合 のみ、ヌク レアーゼS1に よりDNAは加水分解 される。その結果、試料DNA中 の ミス
マ ッチを明確に検出できる。
　 PNAビー コン及 び 、試 料DNAの
配 列 をFigure 1に示す。PNAビ ー
コ ンはFmoc法に よ り合成 し、消 光
剤 と してDABCYL、 蛍 光色 素 と し
てFAMを 導入 した。
Figure 1. Sequences of PNA beacon and DNA
specimens used in the present study.
　 蛍 光強度 の変 化 を測定 した結 果が
Figure 2である。PNAビー コンを含む
水 溶 液 に 試 料DNAを 加 え る と、
PNA／DNA二本鎖形成によ り、蛍光強度
が増大 した。 しか し、蛍光強度の増大
はいずれ のDNAを 加えた場合にも観
測 され、PNAビー コンのみでは ミスマ
ッチ を正確に検出できない。 そ こで更
に、ヌ クレアーゼS1で処理 した。する
と、 ミスマ ッチを含むDNA(A，T，or C)
の場 合 のみ蛍 光 強度 が 大 き く減少 し
た。 これは、PNA／DNA二本鎖中に存在
す る ミスマ ッチをヌクレアーゼS1が認
識 し、DNAを分解 したためである。
Figure 2． Real-time monitoring ofthe fluorescence
change of PNA beacon upon the enzymatic
digestion in the presence of the fully-matching
DNA(G) and mismatching DNA(A，T，or C).
Reaction conditions:[PNA beacon]＝10 nM，[DNA]
＝50nM，[MgCl2]＝20mM ，[Tris-HCl(pH 8.0)]＝20
mM，[Nuclease S1]＝1U／ μL，30℃ ，excitation at
494nm，emission at 524nm.
以上のよ うに、試料DNA中 に存在する ミスマ ッチ を、全 く異論を挟まない明確 さで正確 に
検出可能 な手法の開発に成功 した。


